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コレステロールアシルトランスフエラーゼ (ACAT，EC 2.3.1.26) により触媒される





Acyl-CoA CoA Acyl-Q 
Cholesteryl ester 
Fig.l Enzymatic reaction of acyl-CoA:cholesterol acyltransferase (ACAT). 
ACATは肝臓，小腸粘膜，ステロイド産生細胞(副腎皮質等)および、マクロファー
ジ等の粗面小胞体に存在するととが知られており，各組織におけるコレステロール代
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タンパク質当たりの ACAT活性等から，これらの組織における ACAT活性は ACAT-
2によるととが推察される(10'"-'13). その一方で，ヒト肝臓に関しては ACAT-1が主

















現在知られている ACAT阻害薬は大きくアミド誘導体 (58-035(サンド)(20)， CI-976 
(ワーナー・ランパート)(21)， HL-004 (大正製薬)(22)等)，ウレア誘導体 (CL277，082 
(レダリー)(23)， YM-17E (山之内製薬)(24)等)およびイミダゾール誘導体 (E5324















1 ，4-trans> 1 ，4-cis> 1 ，3-trans> 1，2-transの順に有効性を示した.中でも 1，4-仕組Sジウレ
ア体である trans-1，4-bis{ [1-cyclohexyl-3-( 4-dimethylaminophenyl)ureido ]methyl }cyclo-
hexane (NTE-122; Fig. 4)が ACAT阻害活性および血清コレステロール低下作用に
おいて優れた特性を有していた(26).
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Table 1 Effects of NTE compounds on microsomal ACAT activity in rabbit liver and 
serum cholesterol level in cholesterol-fed rats 
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規 ACAT阻害薬 NTE-122の ACAT阻害作用について，種および組織・細胞 (ACAT
アイソザイム)における感受性の差異をヒト培養細胞(ヒト肝細胞癌株 HepG2，ヒ
ト結腸癌株 CaCo-2，ヒトマクロファージ系培養細胞 PMA処理 THP-1)，ウサギ組織
(肝臓，小腸，大動脈)，ラット組織(肝臓，小腸)，マウス組織(肝臓)ならびにマ
ウス培養細胞(マクロファージ細胞株J774.1)から調製したミクロソームを用いて検
討し，他の ACAT阻害薬， E5324ならびに CI-976と比較した.また， HepG2細胞，
CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞，ラット腹腔マクロファージおよび J774.1細胞
の培養系に NTE-122を加え，細胞コレステロールエステル化活性を指標として細胞
ACAT活性に対する阻害作用を検討した.次に， HepG2細胞およびPMA処理 THP-1
細胞のミクロソーム ACAT活性に対する NTE-122の阻害様式を Lineweaver-Burkプロ
ットにより検討した.さらに，他の脂質代謝酵素， HMG-CoA還元酵素，アシルCoA
合成酵素，酸性コレステロールエステラーゼ (aCEase)，中性コレステロールエステ
ラーゼ (nCEぉe)，レシチン:コレステロールアシルトランスフエラーゼ (LCAT)， 
アシルCoA: sn-ク、リセロール-3-リン酸アシルトランスフエラーゼ (AGAT)ならび
にコレステロール7α一水酸化酵素に対する NTE-122の作用を検討した.また， HepG2 
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NTE-122， E5324 (25)および CI-976(21)は日清食品 (株)中央研究所において合成
されたものを使用した.[1_14C]オレオイルCoA(2.00"-'2.22 GBq/mmoI) ，コレステリ
ル [1_14C]オレイ ン酸 (2.07GBq/mmoI)， [9，10(n)_3H]オレイン酸 (370GBqltmnol)， 3ー
ヒドロキシ-3-メチル [3_14C]グルタリルCoA([3_14C]HMG-CoA; 2.22 GBq/mnoOな
らびに[1_14C]酢酸ナトリウム (2.11GBq/mmol)はAmersham社製のものを使用した.
[1 ，2-3H(N)]コレステロール (1720.5GBq/nmoI)， L-['4C(U)] -グリセロール 3ーリン酸
(5.7 GBq/mmoOおよび [1_14C]パルミチン酸 (0.31GBq/mmoI)はNewEngland Nuclear 
社製のものを用いた.リボタンパク質除去ウシ血清 (LPDS)およびアセチル化 (Ac-)
LDLはBiomedica1Technology社製のものを，ウシ胎児血清 (FBS)はFil仕on社製ま
たは PAA Laboratories社製のものを使用した.イーグル最少必須 (MEM)培地，ダ
ルベッコ改変イーグル (D~在EM) 培地， RPMI1640培地， 199培地，ハンクス緩衝塩
溶液 (HBSS)， Ca・Mg不含ダルベッコ改変リン酸緩衝塩溶液 (PBS(-))，ペニシリ
ン，ストレプトマイシン，非必須アミノ酸 (NEAA)ならびにピルビン酸 (Pyr)は
Gibco BRL社製のものを， Brij96はSigma社製のものを用いた.フォルボール 12一ミ







購入した.動物は室温 23.5+20C，湿度 55+10%および 12時間明 (8"-'20時): 12時
間暗 (20"-'8時)の条件下で飼育し，マウスおよびラットの場合は通常飼料CRF-1(オ




THP-1は大日本製薬より購入した.HepG2細胞は 10%FBS， 50 units/mlペニシリン，
50ぃg/mlストレフトマイシン， 1%NEAAおよび 1mM Pyr添加MEM培地(以下， 10% 
FBS添加 MEMlNEAAlPyr培地と記す.)中で継代維持した CaCo-2細胞は 10%FBS， 
50 units/mlペニシリン， 50μダmlストレプトマイシンおよび 1%NEAA添加DMEM
培地(以下， 10% FBS添加 DMEMlNEAA培地と記す.)中で継代維持した.THP-1 
細胞は 10%FBS， 50 units/mlペニシリ ン，50μg/mlストレプトマイシンおよび 1mM
Lメルカプトエタノール (2-恥伍)添加 RPMI1640培地(以下， 10% FBS添加 RP恥但
164012-ME培地と記す.)中で継代維持した.THP-1細胞を接着させ，マクロファー
ジヘ分化させる場合は， THP-1細胞を 400ng/ml PMAを含む培地に 1X 106個/mlの濃
度で播種し， 3日間培養した.マウスマクロファージ細胞株J774.1は理研細胞銀行(筑
波)より分与されたものを使用し， 10% FBS， 50 units/ml ペニシリンおよび50μg/ml





2. 4. 1. ミクロソーム調製
動物組織(マウス，ラットおよびウサギ肝臓，ラットおよびウサギ小腸粘膜，ウ
サギ大動脈)由来ミクロソームは以下の方法で調製した.雄性爪rウサギ (2.0"'--2.5kg) 
は 1%コレステロール添加 RC-4で，肝臓および小腸粘膜調製の場合は 8週間，大動
脈調製の場合は 18週間飼育した.雄性 ICR系マウス (20"-'25g)ならびに雄性 SD





緩衝液 (pH7.4)中で破砕し 1，0∞Xg，40Cで 15分間遠心分離した.上清を 12，∞o
Xg， 40Cで 15分間遠心分離後，上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心分離した.
沈殿として得られたミクロソームを 0.154M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)に懸、濁
した.
培養細胞 (HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞， J774.1細胞)由来
ミクロソームの調製法は以下の通りである.HepG2細胞は5μg/rnl25-ヒドロキシコ
レステロールで 5時間， CaCo-2細胞は 5問/rnl25-ヒドロキシコレステロール'および
10μg/rnlコレステロールで5時間処理した.PMA処理THP-l細胞は20μg加1 Ac-LDL 
を含む5%LPDS添加RPMI164α2-恥伍培地中で6日間，J774.1細胞は50μg/mlAc-LDL
を含む 5%LPDS添加 DMEM培地中で 3日間培養した.これらの細胞を PBS(一)，次
いで低調液 (0.04M KH2P04， 0.05 M KCl， 0.03 M EDTA (pH 7.2) )で洗浄した後，
低調液中で破砕した.各細胞破砕液を 1，0∞Xg，40Cで5分間遠心分離後，上清を 9，0∞
Xg， 40Cで 10分間遠心分離し，得られた上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心
分離した.沈殿として得られたミクロソームをしょ糖緩衝液 (0.25M しょ糖， 0.04M
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KH2P04， 0.05 M KCl， 0.03 M EDTA (pH 7.2))に懸濁した.
ミクロソーム画分は Lowryらの方法(27)に従ってタンパク質濃度をウシ血清アル
ブミン (BSA)を標準タンパク質として測定後，使用するまで-800Cで凍結保存した.
2. 4. 2. ACAT活性測定
Heiderらの方法(28)に準じて行った.20μMBAS (脂肪酸不含)， 10"-' 1 00μg/rnlミ
クロソームおよび各濃度の被験物質のジメチルスルホキシド (DMSO)溶液(最終




イン酸 80μgを含むクロロホルム:メタノール (2:1，v/v)混液 5.2rnlを添加して反
応を停止し，クロロホルム層を超純水，次いで0.9%NaClで洗浄した.クロロホルム
層を窒素気流下 600Cで蒸発乾回した後，脂質を nー ヘキサンまたはトルエン 40μlに
溶解，薄層クロマト板(1LCaluminum sheets 20 X 20 cm Silica gel 60 ; Merck社製)
に塗布し n-ヘキサン:ジエチルエーテル:酢酸 (80:20:1， v/v/v)混液にて展開し
た.薄層クロマト板を 2%ヨウ素の噴霧により呈色した後，コレステロールエステ








370Cのヘパリン 10units/ml添加 HBSS20 mlを腹腔内に注入し，腹壁を 2分間マッサ
ージした.その後，開腹して腹腔内液を回収し， 250Xg， 40Cで 10分間遠心分離した.
得られた細胞を HBSSで洗浄した後， 10% FBS， 50 units/mlペニシリンおよび、50μg/ml
ストレプトマイシン添加RPMI1640培地(以下， 10% FBS添加 RPMI1640培地と記
す.)に浮遊させた培養用 12well plateに細胞を 3X 106個/well播種し， 10% FBS添
加RPMI1640培地 1mI中で 1時間， 370C， 5% CO2飽和湿度下で培養した後，PBS(-) 




plateに1X 106個/well播種し， 10% FBS添加MEMlNEんoVPyr培地 1ml中で2日間培
養した.培地を 5%LPDS添加MEM小fiAAfPyr培地に交換し，さらに 18時間培養し
た.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 25-ヒドロキシコレステロール 5ドダmlを含む 5%
LPDS添加MEMlNEAAfPyr培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間培養した.
CaCo-2の場合は Fieldらの方法(31)に準じて行った. CaCo-2細胞を培養用 12well 
plateに5X105個Iwell播種し， 10% FBS添加D恥伍MlNEAA培地 1ml中で 10日間培
養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 0.2 mMコレステロール， 5mMタウロコール
酸ナトリウムおよび0.05mM L一αー フォスファチジルコリンを含む 1mM HEPES添
加 199培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間培養した.
PMA処理 THP-1，ラット腹腔マクロファージおよび J774.1の場合は Kogushiらの
方法(25)に準じて行った.THP-1細胞は培養用 12well plateに1X 106個Iwell播種し，
上記の方法で PMA400 ng/llUとともに 3日間処理することによりマクロファージ化し
た.PMA処理 THP-1細胞を PBS(-)で3回洗浄した後， 5% LPDS添加 RPMI1640/2-




に加え 5時間培養した.J774.1細胞は培養用 12well plateに1X 106個/well播種し， 10%
FBS添加DMEM培地 1ml中で 24時間培養した後，培地を 5%LPDS添加DMEM培
地に交換し，さらに 18時間培養した細胞を PBS(一)で洗浄した後， Ac-LDL 50μg/ml 
を含む上記培地 0.9mlをwellに加え 5時間培養した.
これらの培養系に 1%DMSO含有培地に溶解した被験物質溶液 0.1mlをwelIに加
え， 30分間培養した.その後， 5 mM eH]オレイン酸-12%BSA (296恥佃q/mmoIof 
oleate) 20μlをwellに加え，さらに 2時間培養した.各細胞を 0.2%BSAJPBS(一)で2
回，次いで PBS(一)で 1回洗浄した後 n-ヘキサン:イソプロピルアルコール (3:2，
v/v)混液 0.5mlを加え，室温で 15分間放置して脂質を抽出した.抽出操作を 2回
行った後，抽出液にトリオレイン，コレステリルオレイン酸およびL-αーフォスフア
チジルコリンを各々 50附加え蒸発乾回した.n-ヘキサン 40μlを添加して脂質を溶









を含む 50mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)と 5%B吋96の20: 1 (v/v)混液に懸
濁し， 37
0
Cで 10分間インキュベートした.との懸濁液を 12，OOOXg，40Cで 15分間遠
15 
心分離し，上清として細胞可溶化液を調製，タンパク質濃度を測定した. HepG2細
胞可溶化液タンパク質 0.5mg/ml， 20 rnM D-グルコースーかリン酸， 2.5 mM酸化型
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸 (s-NADP)， 0.5単位/ml グルコー
ス-6-リン酸脱水素酵素， 4mMジチオトレイトール (DTT)および被験物質の DMSO
溶液(最終DMSO濃度 1%) を含む 100mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)より成
る反応液を調製し， 370Cで5分間インキュベートした.30μM [3_14C]HMG-CoAを 10
μl添加し，全量を 100μlとしてさらに 1時間インキュベートした. 2 N HCIを20μl
添加して反応を停止し，さらに 370Cで 15分間インキュベートした後，メパロノラク
トン 160問を添加した.反応液の 40μlを薄層クロマト板 (1工Cplastic sheets 20 X 20 




Banisらの方法(33)に従って行った.5.3 mM MgC12， 22.2 mM ATP， 13.3 mM KF， 0.44 
mM coenzyme A， 13.3 mM 2-ME， 0.133 mMパルミチン酸カリウム， 3.7 kBq/rnl [1_14C] 
パルミチン酸および被験物質の DMSO溶液(最終 DMSO濃度 1%) を含む 55.6mM 
Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)から成る反応液 18011を370Cで5分間インキュベートした
後，上記の方法で調製したウサギ肝臓ミクロソーム 10mg/mlを20μl加え反応を開
始した.反応液を 370Cで 2分間インキュベー卜した後，イソプロパノール n-ヘフ。
タン:1 M硫酸 (40:10: 1， v/v/v)混液2.25m1を加えて反応を停止させ nヘブタン






mM Tris-HC1緩衝液 (pH7.4)中で破砕し，タンパク質濃度を測定した. aCEase活性
測定の場合， 0.25 mM L-α-リゾフォスファチジル-L-セリン， 7.15μMコレステリ
ル [1_14C]オレイン酸， 125 JlM コレステリルオレイン酸， 37.5 Jlg/ml細胞破砕液， 7.5 
mMヒドロキシプロピル-sー シクロデキストリン (HPBCD)および被験物質の DMSO
溶液(最終DMSO濃度 1%)を含む 100mM酢酸緩衝液 (pH4.5)から成る反応液200
ドlを 370Cで 30分間インキュベートした. nCEase活性測定の場合， 2.85μMコレス
テリル [1_14C]オレイン酸， 47.15ドM コレステリルオレイン酸， 0.2mML-αーリゾフ
オスファチジルーL-セリン， 0.25 mg/ml細胞破砕液， 7.5 mM HPBCDおよび、被験物質
のDMSO溶液(最終DMSO濃度 1%) を含む 100mM TrIs-HC1緩衝液 (pH7.0)から
成る反応液 200μ1を370Cで 30分間インキュベートした.反応液に Bel仕age's液(メ
タノール:クロロホルム:n-ヘブタン=1.42: 1.25: 1.00， v/v/v) 3.25 mlを加えて反応
を停止し，さらに 0.1N NaOH 1 mlを加えた後， 1，OOOXgで20分間遠心分離した.
得られた水層をピコアクアと混合し，放射活性を液体シンチレーションカウンターで
測定した.
2. 1 O. LCAT活性測定
Kurodaらの方法(35)に準じて行った雄性 N ウサギ(約 3.0kg)の後耳介動脈よ
り採取した血液にエチレンジアミン四酢酸 (EDTA) を添加後，遠心分離により血柴
を得，遊離コレステロール値を遊離コレステロール E-テストワコー(和光純薬製)
を用いて測定した.ウサギ血紫 100μ1，0.111 kBq [1，2-3H(N)]コレステロール， 2.5% 
BSAおよび 1mM 5，5'-ジチオビス (2-ニトロ安息香酸)を含む 0.154M リン酸カリ
ウム緩衝液 (pH 7.4)よりなる反応液(最終容量 200μ1)を調製し， 370Cで 4時間
インキュベートした.100 mM 2-ME 20μlおよび被験物質の DMSO溶液 2μlを添加，
17 
370Cでさらに 40分間インキュベートした.反応液にコレステリルオレイン酸および





は血衆遊離コレステロール値 (mg/ml) Xコレステロールエステルの放射活性 (cpm)
/(遊離コレステロールの放射活性 (cpm) +コレステロールエステルの放射活性
(cpm)) X 60/40 X 1000/386.64 (コレステロールの分子量)の式(36)より算出した.
2. 1 1. AGAT活性測定
Yamashitaらの方法(37)に準じて行った.雄性 SD系ラット (220"'-'250g)の肝臓を
1 mM EDTA， 5 mM DTT， 50 mM KCl， 50 mM KFおよび300mMしょ糖を含む 40mM
Tris-HCl緩衝液 (pH7.4)中で破砕し， 20，OOOXg， 40Cで20分間遠心分離した.得ら
れた上清をさらに 105，000X g， 40Cで 1時間遠心分離し，沈殿としてミクロソームを
得た.このミクロソームを同緩衝液で洗浄，再懸濁した後，タンパク質濃度を測定し
た.200μダmlラット肝臓ミクロソーム， 10μMパルミトイル CoAおよび被験物質
のDMSO溶液(最終DMSO濃度 1%)を含む 0.154M リン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) 
を250Cで5分間インキュベートした. 10μML一C4C(U)]-グリセロール 3-リン酸を
添加し，反応液量を 200μ1とし， 250Cでさらに 5分間インキュベートした.反応液
に10mg/mJグリセロール 3-リン酸のメタノール溶液を 2ml加え反応を停止し，次




2. 1 2. コレステロール 7α一水酸化酵素活性測定
Kurodaらの方法(35)に準じて行った.雄性 SD系ラット (220"'-'250g) を昼夜逆転
の条件下(16"'-'4時:明)で 10日間飼育した後， 9"'-'10時の間に AGAT活性測定の
場合と同様の方法で肝臓ミクロソームを調製した. 10ドg/m1ラット肝臓ミクロソーム
および、[1，2一世間)]コレステロール-BSA(37 kBq， 25 pmol-0.5% BSA)を含む70mMリ
ン酸カリウム緩衝液 (pH7.4) 100μlを氷水中で2時間インキュベートした後，被験
物質のDMSO溶液 5μlを加えて370Cで5分間インキュベー卜した.1.25 mM s -NADP， 
2.5 mM D-グルコース-6-リン酸， 10 mM MgC12および5単位/mlグルコース-6-リン
酸脱水素酵素を含む70mMリン酸カリウム緩衝液 (pH7.4)を加えて全量を 500μ!
とし， 370Cでさらに 10分間インキュベー卜した.反応液に 7α-ヒドロキシコレステ
ロールおよびコレステロールを各々 160問含むクロロホルム:メタノール (2:1，v/v) 
混液 5.2mlを加えて反応を停止し，クロロホルム層を超純水 次いで 0.9%NaClで
洗浄した.クロロホルム層を蒸発乾国後 n-ヘキサン 40μlに溶解，薄層クロマト板
(1LC alurninum sheets 20 X 20 cm Silica gel 60 ; Merck社製)にコレステロール， 7 
α-ヒドロキシコレステロール， 7 s-ヒドロキシコレステロールおよび7-ケトコレス




シコレステロールへの変換率 (7α-ヒドロキシコレステロールの放射活性 (dpm)/ 
(コレステロールの放射活性 (dpm)+ 7αーヒドロキシコレステロールの放射活性
(dpm)) )から算出した.
2. 1 3. コレステロール生合成
Nagataらの方法(38)に準じて行った.HepG2細胞を培養用 12well plateに1X 106個
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E ~L .. 
Iwellを播種し， 10% FBS添加MEM/NEAAJPyr培地 1ml中で 3日間培養した後，培
地を 5%LPDS添加MEM/NEAAJPyr培地に交換し，さらに 18時間培養した.細胞を
PBS(一)で洗浄した後，被験物質の DMSO溶液を含む 5%LPDS添加 MEMIトJEAAlPyr
培地 1ml (最終DMSO濃度 0.1%) をwellに加え 1時間培養した.次に， 50 mM [2-













ACAT阻害薬， E5324ならびに CI-976と比較検討した.肝臓については， NTE-122 
のACAT活性阻害作用の IC50値は 1.8'"'--4.4X 10-9 Mであった.NTE-122の効力を E5324
と比較した場合，ウサギではほぼ同等であったが，それ以外では 4.9"'21倍強力であ
った.また， CI-976と比較した場合， NTE-122の効力は3.9"'68倍強力であった (Table
2). 小腸については， NTE-122のACAT活性阻害作用の IC50値は 1.2"'8.2X 10-9 Mで
あった.NTE-122の効力はE5324と比較して，ウサギではほぼ同等であったが， CaCo-2 
細胞では 16倍，ラット小腸では8.2倍強力であった.また， NTE-122の効力を CI-976
と比較した場合，ウサギでは 2.1倍であったが， CaCo-2細胞では 30倍，ラット小腸
では 60倍強力であった (Table3). マクロファージ (PMA処理 THP-1，J774.1)お
よび大動脈(ウサギ)の場合， PMA処理THP-1における NTE-122のIC50{I直は 8.8X 10-10 
M であり，E5324の77倍， CI-976の 170倍の効力を示した.一方， J774.1細胞にお
ける NTE-122のICso値は3.6X10-7 Mであり， E5324およびCI-976とほぼ同程度であ
った.また，泡沫細胞を含むウサギ大動脈における NTE-122のIC50値は 9.6X10-9 M 
であり， E5324ならびに CI-976と比較して各々 7.3倍， 18倍の効力を示した (Table4) . 
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Table 2 Inhibitory e百ectsof NTE-122， E5324 and CI-976 
on microsomal ACAT activities originating from HepG2 
cells and liver from various species 
ICSO (X 10・9M) 
Origin of ACA T 
NTE-122 E5324 CI-976 
Human (HepG2) 1.9 40.0 130 
Rat (Liver) 2.2 13.0 130 
Mouse (Liver) 1.8 8.8 48 
Rabbit (Liver) 4.4 5.8 17 
Table 3 Inhibi tory e妊'ectsof NTE-122， E5324 and CI-976 
on miαosomal ACAT activities originating from CaCo・2
cells and small intestine from rats and rabbits 
ICSO (X 10-9 M) 
Origin of ACAT 
NTE-122 E5324 CI-976 
H uman (CaCo-2) 8.2 130.0 250 
Rat (Small intestine) 1.2 9.8 72 
Rabbit (Small intestine) 7.6 8.0 16 
22 
Table 4 Inhibitory effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on 
rnicrosomal ACAT activities originating from macrophage celllines 
and rabbit aorta 
ICSO (X 10-9 M) 
Origin of ACA T 
NTE-122 E5324 CI-976 
Human (PMA-treated THP-l) 0.88 68 150 
Mouse (1774.1) 360 280 380 
Rabbit (aorta) 9.6 70 170 
また， NTE-122のHepG2細胞および PMA処理 THP-l細胞のミクロソーム ACAT
活性に対する阻害様式およびKi値を各々 Lineweaver-Burkプロットおよび Dixonプ
ロットにより解析した.その結果， HepG2細胞における阻害様式は基質であるオレ
オイルCoAに対する競合的措抗阻害であり，K.i値は1.3X 10・9Mであった (Fig.5). 
また， PMA処理 THP-1細胞の場合も阻害様式は競合的拾抗阻害であり，K.i値は1.6
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Fig. 5 Lineweaver-Burk plot (a) and Dixon plot (b) of the inhibition of HepG2 
rnicrosomal ACAT activity by NTE-122. 
Fig. 6 Lineweaver-Burk plot (a) and Dixon plot (b) of the inhibition of PMA-
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培養細胞におけるコレステロールエステル化活性に対する阻害作用2. 3. 
ラット腹腔マクロPMA処理THP-l)， CaCo-2 NTE-122のヒト培養細胞 (HepG2，
ファージおよびマウス J774.1細胞における細胞コレステロールエステル化活性(細
これ胞 ACAT活性)阻害作用を E5324ならびに CI-976とICso値にて比較検討した.
らの化合物はすべて濃度依存的に細胞コレステロールエステル化活性を阻害した(Fig.
3.5"-'6.0 x 10・9Mであ3種類のヒト培養細胞における NTE-122のICso値は，7"-'11). 
? ?
37 "-'65倍の効力を示した.E5324および CI・976と比較して各々 47"-'254倍，り，
ット腹腔マクロファージでも NTE-122による細胞コレステロールエステル化活性阻
4 
10 。0.0 マウス6.4倍であったが，13倍，E5324および CI-976と比較すると各々害作用は，
Concentration (M) 
14分の lであった (Table5). 
NTE目122は1.0X10-7 MでHepG2細胞の細胞コレステロールエステル化活性
のJ774.1細胞では各々 2.6分の 1，
Fig. 7 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate 
incorporation into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in 
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Concentration (M) 
Fig. 8 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate 
incorporation into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in 
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Fig. 11 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation 
into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in J774.1 cels. Each 
value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
Concentration (M) 
Fig. 9 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation into 
cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in PMA-treated THP-l 












Table 5 Inhibitory effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on cellular 
































?????? ??84 Peritoneal macrophages Rat 10 -4 
480 2600 6800 J774.1 Mouse 
Concentration (M) 
Fig. 10 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the [3H]oleate incorporation 
into cellular cholesteryl esters (whole-cell ACAT activity) in rat peritoneal 
macrophages. Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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Table 6 Effect of NTE-122 on the incorporation of [3H]oleate into 
cellular triglycerides and phospholipids in HepG2 cells 
Product 
Drug Concentration (nmol incorporationJmg cel protein) 
(M) 
Tri glycerides Phospholipids 
None 24.70:t 1.84 2.51 :t 0.39 
NTE-122 1 X 10-9 24.07 :t 1.38 2.22:t 0.27 
3 X 10-9 23.50:t 1.36 2.39:t 0.15 
1 X 10-8 24.87 :t 0.35 2.70 :t 0.33 
3 X 10-8 26.56 :t 0.91 3.04:t 0.33 
1 X 10-7 26.47 :t0.16 3.08:t 0.24 











いる LCAT(ウサギ血紫)， TG生合成に関与している AGAT(ラット肝臓ミクロソー
ム)ならびにコレステロールから胆汁酸を生合成する過程の律速酵素であるコレステ
ロール 7α-水酸化酵素(ラット肝臓ミクロソーム)の各活性に対しでも 10・5Mまで
ほとんど影響を与えなかった.従って，いず、れの酵素活性に対しでも IC50値は 10-5M 
以上であった (Table7). さらに， NTE-122のHepG2細胞におけるコレステロール生
合成に対しても 10-5Mまで有意な阻害作用を示さなかった (Table8). 
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Table 7 Effect of NTE-122 on the activity of various lipid metabolic 
enzym岱
Enzymes Origin IC50 (M) 
HMG-CoA reductase HepG2 > 10-5 
Acyl-CoA synthetase Rabbi t li ver > 10・5
Acid cholesterol esterase PMA-treated THP-l > 10-5 
Neutral cholesterol esterase PMA-treated THP-l > 10-5 
LCAT Rabbit plasma > 10-5 
AGAT Rat liver > 10-5 
Cholesterol 7α-hydroxylase Rat liver > 10-5 
Table 8 Effect of NTE-122 on incOlporation of [14C]acetate into cellular 
cholesterol in HepG2 cells 
Concentration [l4C]Cholesterol synthesis 
Drug (M) (nmol incorporationlmg cell protein) 
None 5.99:t 0.00 
NTE-122 10・8 6.29 :t 0.19 
10・7 6.09:t 0.05 
10-6 5.53 :t 0.58 
10-5 5.84:t 0.04 








ァージにおける ACAT活性は ACAT-lによると考えられている(9). また， Kinnunen 




に， ACAT阻害薬 NTE-122，E5324および、 CI-976が肝臓 ACAT活性を強く阻害した
のに対し，別の ACAT阻害薬 58-035は副腎ACAT活性を強く阻害した (40).従って，
ラットでもマウスやウサギの場合と同様，国j腎と肝臓の ACATは異なり(40)，ラット
においても肝臓ACAT活性は ACAT-2による可能性が考えられる.ヒトについては，
Leeらが肝臓の ACAT活性は ACAT-lが担っていると報告している(14). しかし，ヒ
トの小腸ならびに肝臓でも ACAT-2のmRNA の発現が認められ， HepG2ならびに

























一方， NTE-122は 10-7M で HepG2細胞の細胞コレステロールエステル化活性を
98_7%阻害したが，同じ濃度で細胞 TGならびに細胞 PLの合成には有意な阻害作用
を示さなかった.との結果は，コレステロールエステル合成と同様にアシル CoAを
基質とする TGおよび PLの生合成系に対し， NTE・122が影響しないことを示してい
る.また， HMG-CoA還元酵素等の ACAT以外の脂質代謝酵素および、 HepG2細胞に





新規 ACAT阻害薬， NTE-122の ACAT阻害作用の強度，阻害様式ならびに酵素阻
害特異性を検討した. NTE-122は酵素レベルおよび細胞レベルの両方において，ヒ





た， NTE-122は PMA処理 THP-1細胞ならびに HepG2細胞の両者において拾抗回害
を示した.さらに， NTE-122は ACAT以外の脂質代謝酵素である HMG-CoA還元酵
















してアポリボタンパク B100(アポ B)を含んでいる(2，44). とれらの中で， TGは
肝細胞における礼DLの形成・分泌の強力な調節因子であるととが知られている (2，






薬FCE27677は， 25ー ヒドロキシコレステロールで処理した HepG2細胞のアポB含有
リボタンパク質の分泌を抑制することが報告されている(52). しかし， HepG2細胞に
よるアポB分泌はACAT阻害薬CL277，082では抑制されるが，別の ACAT阻害薬で


















のを，プロブコールは Sigma社製のものを使用した. [9，10(n)-3H]オレイン酸 (370
GBq/mmoI)は Amersham社製のものを， [4_14C]コレステロール (1.9GBq/mmoI)は
New England Nuclear社製のものを，アクアゾル2はPackard社製のものを用いた.FBS 
はFil仕on社製または PAA Laboratories社製のものを， ~在EM 培地， PBS(一)，ペニシリ
ン，ストレプトマイシン， NEAAおよび、 Pyrは GibcoBRL社製のものを使用した.
Monoclonal anti-human apolipoprotein BはMedixBiotec社製のものを， sheep anti-human 
apolipoprotein B peroxidaseはTheBinding Site Limited社製のものを用いた.ABTS溶
液はBoehringerMannheim Biochemica社製のものを， Apo B， lipoprotein low densityは
O.E.M. Concept社製のものを使用した.他の試薬は全て市販の特級試薬を使用した.
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培養上清のeH]コレステロールエステル， eH]TG含量をコレステロールエステル， TG 
分泌量として評価した HepG2細胞を培養用 12well plateに 1X 106個/well播種し，
10% FBS添加恥1EMlNEAAJPyr培地 1rnl中で3日間培養した後，新鮮培地に交換し，
さらに 18時間培養した.細胞を PBS(-)で洗浄した後， 25-ヒドロキシコレステロー
ル 5μg/mlを含む1.5%BSA添加乱伍MlNEANPyr培地 0.9mlをwellに加え 2.5時間
培養した.次に， 1% DMSO含有培地に溶解した被験物質溶液 0.1凶を wellに加え，
30分間培養した培養後， 5 mM eH]オレイン酸-12%BSA (29.6 or 296乱1Bq/nul101of 
oleate) 20ドlをwellに加え，さらに 18時間培養した.
培養上清中の脂質は，培地を 2，200X g， 40Cで 10分間遠心分離し，浮遊している
細胞等を取り除いた後， Bligh-Dyer法(59)で抽出した.培養上清 0.95rnlにクロロホ
















一次抗体 Cmonoclonalanti-human apolipoprotein B) 0.86---1. 75 mg/rnlを96well ELISA 
plateのwellに0.1rnl加え， 40Cで 18時間イ ンキュベートした.洗浄用緩衝液 (0.05%
Tween 20添加 PBS(一))で wellを6回洗浄した後，ブロッキング緩衝液(1% BSA添
加洗浄用緩衝液)0.2 rnlを加え， 370Cで2時間イ ンキュベートした.洗浄用緩衝液で
wellを6回洗浄した後，試料液 0.1rnlを加え， 370Cで 1時間インキュベー卜した.
同様の方法で洗浄した後，ブロッキング緩衝液で 2，0∞倍に希釈した二次抗体 Csheep
anti-human apolipoprotein B peroxidase) 0.1 rnlをwellに加え， 370Cで 1時間インキュ
ベー卜した.同様の方法で洗浄した後， ABTS溶液 0.1rnlをwellに加え， 370Cで 5
--30分間インキュベートして発色させた後， 450 nmの吸光度を測定した.標準物質
して ApoB， lipoprotein low densityを用いた.
2. 5. HepG2細胞における胆汁酸分泌量の測定
Murakamiらの方法(57)に準じて行った.HepG2細胞を培養用 24well plateに2X 105 
個/well播種し， 10% FBS添加恥伍MlNEANPyr培地 0.5ml中で 2日間培養した.細
胞を PBS(一)で洗浄した後， 19.5μM [4ー14C]コレステロール (18.5kBq/well) を含む培
地に交換し，さらに 24時間培養した.細胞を PBS(-)で3回洗浄した後，被験物質の




った.培養上清 0.45mlをメタノール 2ml，次いで超純水 2mlで洗浄した AmplepC18 











3. 1. コレステロールエステル， TGおよびアボB分泌に対する作用
コレステロールエステルおよびTGはアポB含有リボタンパク質 (VLDL，LDL等)
の核脂質であり(44，45)，アポ Bはとれらのリボタンパク質の主要構成タンパク質で





E5324ならびに CI-976と比較検討した.25-ヒドロキシコレステロール (5μg加 1)に
よる ACATの刺激によりeH]コレステロールエステルの細胞含量および分泌量は各々
3倍， 8倍に有意に増加し， eH]TGの分泌量も1.5倍に有意に増加した (Fig.12， 13). 
これに対し， NTE-122は濃度依存的にeH]コレステロールエステルの細胞含量および
分泌量を減少させ， 10-6 M において， [3H]コレステロールエステル量を細胞内では
99.5%，培養上清中では 94%低下させた (Fig.12).無処理細胞と比較しでも，細胞eH]
コレステロールエステル含量は 98.8%，分泌量は48%減少していた (Fig.12). また，
HepG2細胞のeH]コレステロールエステル分泌量の動態は細胞内eH]コレステロール
エステル含量の動態と相関していた.E5324およびCI-976もeH]コレステロールエス
テルの細胞内含量および分泌量を 10-6""，10-7 M において有意に減少させた (Fig.12). 
一方， NTE-122はHepG2細胞内CH]TG含量に影響を与えずに[3H]TG分泌量を有意に
減少させ， 10-6 M において， 25-ヒドロキシコレステロール処理細胞に比べeH]TG分
泌量を 31%低下させた.しかし，その作用はコレステロールエステルの場合と比較
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Fig. 12 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation 
into intracellular (a) and secreted (b) cholesteryl esters in HepG2 cells 
incubated with 25-hydroxycholesterol (25(OH)Chol). 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
Fig. 13 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation 
into intracel1ular (a) and secreted (b) triglycerides in HepG2 cells incubated 
with 25-hydroxycholesterol (25(OH)Chol). 
Each value represents the mean :t S.E.M. of triplicate assays. 
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##: Pく0.01(vs Non load) 
* : P<0.01 (vs 25(OH)Chol) 
Fig. 14 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the secretion of 
apolipoprotein B in HepG2 cells incubated with 25-hydroxycholesterol 
(25(OH)Chol). 
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Secreted bile acids 
(pmol incorporationlmg cel protein) 
|*， * : P<0.05， 0.01 (vs Control) I 
Fig. 15 Effects of NTE-122 and probucol on the secretion of [14C]bile acids in 
HepG2 cels. 
Each va1ue represents the mean :! S.E.M. of triplicate assays. 
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4.考察
肝臓においてコレステロー ルは ACATによりエステル化されて VLDLに取り込ま
れた後，血中に放出され，末梢組織に供給される(41， 42). NTE-122はACAT活性化





いない.特に， ACAT阻害薬 58-035(20)を用いた研究では， ACAT阻害によりアポ B
分泌が減少(61)，増加傾向(62)，変化しない(46)といった，矛盾する報告がなされてい











































意に増加させ，アポ B の分泌も増加させた.これに対し， NTE-122は細胞内コレス
テロールエステル合成を強力に抑制し，同時に細胞外へのコレステロールエステル分
泌も抑制した.また， NTE-122はTG合成を抑制せずに TG分泌を抑制し，さらにア




を示したが，それらの作用は NTE-122に比べ弱いものであった.さらに， NTE-122 
は HepG2細胞におけるC4C]コレステロールからの胆汁酸合成を増加させた.以上の






















のを使用した. [9，10(n)-3H]オレイン酸 (370GBq/mmol)は Amersham社製のものを













15日間培養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， 0.2 mMコレステロール， 5mMタ
ウロコール酸ナトリウム， 0.05 mM L-α-フォスファチジルコリンを含む 1.5%BSA 
および 1mMHEPES添加 199培地(以下， 1.5%BSA添加 199/HEPES培地と記す)0.45 
mlをトランズウェルインサート内に， 1.5% BSA添加 199/HEPES培地1.5mlをトラ
ンズウェルインサート外に加え 2.5時間培養した.次に， 1% DMSO含有培地に溶解
した被験物質溶液 50μlをトランズウェルインサート内に加え， 30分間培養した.5 








Cholesterol (0.2 mM) 
iCaω-2 cells in 1.5% BSA/199I 
2.5 hr 
0.5 hr 
[30] Oleate (0.2 mM， 29.6 kBq) 
I Cells : [30] CE， [30] TG (Radioactivity) 
I Basolateral medium : [30] CE， [30] TG (Radioactivity) 
Fig. 16 Assay method of [3H]oleate incorporation into cellular and 
secreted cholesteryl esters (CE) and triglycerides (TG) in CaCo-2 cells 






































べ 10"-'100倍弱かった (Fig.17). NTE-122はCaCo-2細胞のeH]TG合成量に対し有
意な作用を示さなかったが，策膜側へのeH]TG分泌量を用量依存的かつ 10-8 M以上
において有意に減少させた.しかし，その作用はeH]コレステロールエステル分泌の
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*， * : P<0.05， 0.01 (vs Control) 
Fig. 17 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation into 
intracellular (a) and secreted (b) cholesteryl esters in CaCo-2 cels. 







る.また，その作用はE5324ならびに CI-976に比べ 10倍"""'100倍強く， HepG2細胞
におけるアポ B含有リボタンパク質分泌抑制作用(第2章参照)と同様，ACAT阻
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|*問5(vs Control) I 
Fig. 18 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on [3H]oleate incorporation into 
intracellular (a) and secreted (b) triglycerides in CaCo-2 cels. 




























ことが知られている (Fig_19) (70， 71). 
LDLとは逆に，組織に蓄積した余剰のコレステロールを引き抜き肝臓へ逆転送し，









































CE.... .. FC 
nCEase 
I 
1 : nCEase-dependent pathway 
11 : nCEase-independent pathway 
Cholesterol Emux 
惨 F;C .0 
• HDL 
Fig. 19 Schematic diagram of the pathways for intracellular cholesterol町ansportin 
macrophages (Hakamata et al. (1995) (71)). 
CE : cholesteryl esters， FC : free cholesterol， nCEぉe:neu仕alcholesterol esterase， 













ヒト単球性白血病細胞株 THP-1は大日本製薬より購入し， 10% FBS添加 RPMI
1640/2品伍培地中で， 370C，飽和湿度および5%CO2の条件下で継代培養した.
2. 3. PMA処理 THP-1細胞の Ac-LDL誘導細胞コレステロール蓄積量の測定(泡
沫化抑制作用の検討)
第1章に記述した方法で培養用 12well plateにおいて PMA処理した THP-l細胞を
PBS(-)で3回洗浄した後， 5% LPDS添加RPMI164012-ME培地 1mlを加え， 18時間
培養した.細胞を PBS(一)で洗浄した後， HDL存在下の場合はAc-LDL50μg/凶， HDL 
250μg/mlおよび被験物質の DMSO溶液(最終 DMSO濃度 0.1%)を含む 5CJoLPDS 
添加RPMI164α2-1伍培地 1mlを， HDL非存在下の場合はAc-LDL50μg/mlおよび







ステロール定量用酵素液 (0.05M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.0)， 0.16 U/mlコ
レステロールエステラ ゼー， 0.16 U/mlコレステロールオキシダーゼ 30 U/mlペル
オキシダーゼ， 5mMタウロコール酸ナトリ ウム， 0.01 % Triton X-100， 0.15 mg/ml p-
ヒドロキシフェニル酢酸)または遊離コレステロール定量用酵素液 (0.05M リン酸
ナトリウム緩衝液 (pH7.0)， 0.16 U/mlコレステロールオキシダーゼ， 30 U/mlペル
オキシダーゼ， 0.15 mg/ml pー ヒドロキシフェニル酢酸)0.4 mlに加えた.総コレステ
ロールの場合は2時間，遊離コレステロールの場合は 1時間， 370Cでインキュベー卜







2. 4.泡沫化 PMA処理THP-1細胞からの HDL誘導コレステロール放出の測定(脱
泡沫化促進作用の検討)
培養用 12well plateにおいてPMA処理したTHP-1細胞を PBS(一)で3回洗浄した後，
5% LPDS添加 RPMI164α2-ME培地 1mlを加え， 18時間培養した.細胞を PBS(一)
で洗浄した後， Ac-LDL 50μg/mlを含む 5%LPDS添加 RPMI1640/2-~ 培地 1 mlを
wellに加え 48時間培養した.次に，細胞を PBS(-)で洗浄した後， HDL 250μg/mlお



















ると， NTE-122は 10-9M 以上で HDLのコレステロール蓄積抑制作用を増強した.
NTE-122により総コレステロール含量およびコレステロールエステル含量は有意に
減少した (Pig.20 (a)， (c)). 一方，遊離コレステロール含量は， HDL単犯処理と比
較して， NTE-122の 10-8M以上において増加した (Pig.20 (b)). NTE-122のコレステ
ロール蓄積抑制作用(泡沫化抑制作用)は E5324および、 CI-976に比べ約 100倍強力
であった.
HDL非存在下での PMA処理 THP-l細胞における NTE劃 122，E5324および CI-976
のコレステロール蓄積に対する作用も検討した (Pig.21). HDL存在下の場合と同様，
コレステロールエステル含量は 10・9M以上の NTE-122により有意に減少した (Pig.21 
(c)). NTE-122のコレステロールエステル蓄積抑制作用は E5324および、 CI-976に比
べ 100"-'1 000倍強力であった.これに対し，遊離コレステロール含量は NTE-122に
より濃度依存的に有意に増加し， 10-7 Mでは約1.3倍となった (Pig.21 (b)). 
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Fig. 20 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the Ac-LDL-induced accumulation 
of cellular cholesterol in the presence of HDL in PMA-treated THP-l cells; total 
cholesterol (a)， free cholesterol (b) and cholesteryl esters (c). 
Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 3-4). 
Fig. 21 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the Ac-LDL-induced 
accumulation of cellular cholesterol in the absence of HDL in PMA-treated 
THP-l cells; total cholesterol (a)， free cholesterol (b) and cholesteryl esters (c). 
















































び ACAT阻害薬 (NTE-122，E5324， CI-976)を含む培地で培養し，コレステロール
含量を測定した CFig.22). HDLは泡沫細胞のコレステロール含量を有意に減少させ，
脱泡沫化作用が確認された.NTE-122をHDLと共存させた場合， NTE-122は 10-8M 
以上の濃度で， HDL単独処理と比較して，総コレステロールおよびコレステロール
エステル含量をさらに減少させた CFig.22 (a)， (c)).一方， NTE-122は泡沫細胞の遊
離コレステロール含量を変化させなかった CFig.22 (b)). NTE-122の泡沫細胞からの
HDLの脱泡沫作用に対する促進作用は， E5324および CI-976に比べ 100'"1000倍強
力であったが，泡沫化抑制作用 CFig.20)に比べ弱かった.
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柑:P < 0.01 (vs Non load) 
++: Pく0.01(vs Ac-LDL) 
牢，牢牢:P < 0.05， 0.01 (vs HDL) 田園園田園田園田哩園田園田園田園田信圃
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Cellular cholesteryl esters 
(nmoVmg protein) 
Fig. 22 Effects of NTE-122， E5324 and CI-976 on the efflux of cholesterol from 
pre-established foam cells converted from PMA-treated THP-1 cells in the presence 
of HDL; total cholesterol (a)， free cholesterol (b) and cholesteryl esters (c). 
Each value represents the mean :f S.E.M. (N = 4). 
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4.考察





引き抜きは， nCEase依存性経路ならびに nCEase非依存性経路の 2種類の経路を介し
て行われ， HDLによる脱泡沫化にはnCEase依存性経路だけが，泡沫化抑制には両経
路が関与していることを報告している(71)(Fig. 19). nCEase依存性経路では nCEase
の酵素反応速度が律速であり，この経路によるコレステロールの移行速度は高等ほ乳
































第 1"-'3章に記述した様に， NTE-122はinvItroにおいて強力な ACAT活性阻害作
用を示し，さらには肝細胞および小腸粘膜からの脂質分泌を抑制した.本章では in
viνoでの検討として，コレステロール負荷ラットを用いて， NTE-122の5日関連続経












北山ラベス社(長野)より購入した.動物は室温 23.5:f20C 湿度 55+10%および 12





































雄性 JWウサギ (2.3"-'2.7kg) を金属ケージに個別に収容し，通常食 (RC-4)，コ
レステロール添加飼料 (0.25%コレステロール添加 RC-4) または各濃度の被験物質
(0.003， 0.006および0.012%NTE-122 :投与量として 1，2および4mglkg)を添加
したコレステロール添加飼料を 1日100g与え， 8週間飼育した.
2. 5. 2.血紫および肝臓コレステロール値測定



























(d)) .血清総コレステロール値から求めた 50%有効用量 (ED50値)は 0.12mg/kg/day 
であった.これに対し， E5324および CI-976の ED50値は各々 3.5，7.0 mg/kg/dayで
あった (Table9). 
肝臓総コレステロール含量はコレステロール負荷により，通常飼料飼育ラットに




量も NTE-122の投与により減少したが，有意な減少が認められたのは 0.1mg/kg/day 
以下の低用量だけであった.肝臓総コレステロール含量における ED50値は 0.44
mg/kg/dayと判断された.一方， E5324および CI-976の肝臓総コレステロール含量に
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NTE-122 
##: P < 0.01 (vs Normal)，牢*串:P < 0.05， 0.01 (vs Control) 
柑:P < 0.01 (vs Normal)，牢，**:Pく0.05，0.01(vs Control) 
Fig. 24 Effect of NTE-122 on the contents of total cholesterol (a)， free cholesterol(b) and 
cholesteryl esters (c) in the liver of cholesterol diet-fed rats. Each value represents the 
mean:t S.E.M. (N =ι8). 
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Fig. 23 Effect of NTE-122 on the levels of total cholesterol(a)， free cholesterol 
(b)， cholesteryl esters (c) and HDL cholesterol (d) in the serum of cholesterol diet-
fed rats. Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 6-8). 
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Table 9 Cholesterol-lowering effects of NTE-122， E5324 
and CI-976 in serum and liver of cholesterol diet-fed rats 
EDSO (mg/kg/day) 
Tissues 
NTE-122 E5324 CI-976 
Serum 0.12 3.5 7.0 

























d * 。 8 16 24 32 40 48 
Time after administration (hr) 
-OControl e--NTE・1221mglkg * : P<0.05 (vs Control) 
Fig. 25 Inhibitory effect of NTE-122 on the dietary [14C]cholesterol 
absorption in cholesterol diet-fed rats. Each value represents the mean :t 























2 4 6 8 
Administration period (weeks) 
## : P < 0.01 (vs Normal) 
*， * : P< 0.05， 0.01 (vs Control) 
一O一 Normal 
• Control 一企ー NTE・1221mg/kg A NTE・1222mg/kg 
-{正一 NTE・1224mが培
Fig. 26 Effect of NTE-122 on plasma total cholesterol level in cholesterol diet-fed 
rabbits. Each value represents the mean :t S.E.M. (N = 7-8). 
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Table 10 Effect of NTE-122 on plasma cholesterollevels in cholesterol diet-fed rabbits 
Dose Total cholesterol Fra cholesterol Cholesteryl esters HDL cholesterol 
Treatment (mg/kg/day) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) 
Normal 16.0:t 2.9 6.0:t 1.1 10.1:t 1.8 9.3 :t 2.0 
Control 221.6 :t28.4柑 60.9:t 8.4## 160.7 :t20.2柑 23.6:t 2.7柑
NTE-122 202.4 :t 51.1 55.2:t 17.4 147.2 :t 33.9 17.7:t 1.4 
2 78.4:t 16.1* 19.2:t 3.6* 59.3:t 12.5牢 20.9:t 3.2 
4 29.9:t 3.4*本 8.5:t 1.0** 21.4:t 2.4** 18.8:t 1.7 
Each value represents the mean :t S.E.M.例=7-8).柑:Significantly different from normal， P < 




















































Sakumaらは経口非吸収性の ACAT阻害薬 FR129169が体内へのコレス32). る(21，
テロール吸収量を低下させることにより，肝臓の ACAT活性およびコレステロール
これらの報告を考え合わせると， NTE-122 含量を低下させたことを報告している(77).

















h -2 は小腸 ACAT活性阻害によりコレステロール吸収を抑制することで血清ならびに肝






コレステロール吸収を有意に抑制した (Fig.25).他の ACAT阻害薬である F-1394(76)，







Fig. 27 Effect of NTE-122 on the contents of total cholesterol (a)， free cholesterol 
(b) and cholesteryl esters (c) in the liver of cholesterol diet-fed rabbits. Each value 
































NTE-122の m VlVOにおけるコレステロール低下作用をコレステロール負荷ラ ット
およびコレステロール負荷ウサギを用いて検討した.その結果，コ レステロール負荷









1) NTE-122はヒト培養細胞 (HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞)， 
ウサギ臓器(肝臓，小腸，大動脈)，ラット臓器(肝臓，小腸)，マウス臓器(肝
臓)ならびにマウスマクロファージ細胞 (1774.1細胞)のミクロソーム ACAT




(HepG2細胞， CaCo-2細胞， PMA処理 THP-1細胞)の細胞コレステロールエ




CoA合成酵素， aCEase， nCEase， LCAT， AGAT，コレステロール 7α一水酸化酵






















4) NTE-122はHDL存在下および非存在下での Ac-LDLによる PMA処理 THP-1細
胞の泡沫化(コレステロールエステル蓄積)を 10-9M 以上で有意に抑制した.
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